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RAŠKA,  Otakar.  Sirotčí  jaderný  receptor  TLX  (NR2E1)  v  regulaci  buněčné  reprodukce  a 
diferenciace. TLX v buněčné regeneraci a diferenciaci. {Orphan Nuclear Receptor TLX (NR2E1) 
in  Regulation  of  Cell  Reproduction  and  Differentiation.  TLX  in  Cell  Regeneration  and 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Abbreviation  Name of the Nuclear Receptor  Monomeric  Homodimeric  Heterodimeric 
AR  Androgen receptor  no  yes  no 















1  no  yes  yes 
EAR‐2  V‐erbA‐related gene  no  yes  yes 
ERRα  Estrogen‐related receptor‐α  yes  yes  no 
ERRβ  Estrogen‐related receptor‐β  yes  yes  no 
ERRγ  Estrogen‐related receptor‐γ  yes  yes  no 
ERα  Estrogen receptor‐α  no  yes  no 
ERβ  Estrogen receptor‐β  no  yes  no 
FXR  Farnesoid X receptor  no  no  yes, with RXR 
FXRβ  Farnesoid X receptor‐β  no  no  yes, with RXR 
GCNF  Germ cell nuclear factor  no  yes  no 
GR  Glucocorticoid receptor  no  yes  yes, with RXR 
HNF4α  Hepatocyte nuclear factor‐4‐α  no  yes  no 
HNF4γ  Hepatocyte nuclear factor‐4‐γ  no  yes  no 
LRH‐1  Liver receptor homolog‐1  yes  no  no 
LXRα  Liver X receptor‐α  no  no  yes, with RXR 
LXRβ  Liver X receptor‐β  no  no  yes, with RXR 
MR  Mineralocorticoid receptor  no  yes  yes, with GR 
















nuclear receptor  no  yes  no 
PPARα 
Peroxisome proliferator‐
activated receptor‐α  no  no  yes, with RXR 
PPAR‐β/δ 
Peroxisome proliferator‐
activated receptor‐β/δ  no  no  yes, with RXR 
PPARγ 
Peroxisome proliferator‐
activated receptor‐γ  no  no  yes, with RXR 
PR  Progesterone receptor  no  yes  no 
PXR  Pregnane X receptor  no  no  yes, with RXR 
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Abbreviation  Name of the Nuclear Receptor  Monomeric  Homodimeric  Heterodimeric 
RARα  Retinoic acid receptor‐α  no  no  yes, with RXR 
RARβ  Retinoic acid receptor‐β  no  no  yes, with RXR 
RARγ  Retinoic acid receptor‐γ  no  no  yes, with RXR 
Rev‐Erb‐α  Rev‐Erb‐α  yes  yes  no 
Rev‐Erb‐β  Rev‐Erb‐β  yes  yes  no 
RORα  RAR‐related orphan receptor‐α  yes  yes  no 
RORβ  RAR‐related orphan receptor‐β  yes  yes  no 
RORγ  RAR‐related orphan receptor‐γ  no  yes  no 
RXRα  Retinoid X receptor‐α  no  yes  yes 
RXRβ  Retinoid X receptor‐β  no  yes  yes 
RXRγ  Retinoid X receptor‐γ  no  yes  yes 
SF1  Steroidogenic factor 1  yes  no  no 
SHP  Small heterodimer partner  no  no  no 
TLX  TLX ‐ tailless homologue  yes  yes  no 
TR2  Testicular receptor 2  no  yes  yes, with TR4 
TR4  Testicular receptor 4  yes  yes  yes, with TR2 
TRα  Thyroid hormone receptor‐α  yes  no  yes, with RXR 
TRβ  Thyroid hormone receptor‐β  no  yes  yes, with RXR 



























































































































































      NR1B2  RARβ 
Retinoic acid 
receptor‐β  all‐trans‐retinoic acid 














































receptors  NR1D1   Rev‐Erb‐α  Rev‐Erb‐α  orphan 























receptors  NR1H2  LXRβ  Liver X receptor‐β  oxysterols 
      NR1H3   LXRα 
Liver X receptor‐
α  oxysterols 





























































      NR2B2   RXRβ 
Retinoid X 
receptor‐β  9‐cis‐retinoic acid 






























































      NR3B2   ERRβ 
Estrogen‐related 
receptor‐β  orphan 































      NR3C3   PR 
Progesterone 
receptor  progesterone 
















      NR4A2   NURR1 
Nuclear receptor 
related 1  orphan 







































































































































































































































































































































































































































































































A172   +  ND ND + 
LN299  +  ND ND + 
U373    + + +  




































































































































































































































































































    Results Results Results    Results
A172   +  N, C ND ND +  N, C, EC, N 
at G1, S 
and G2 
LN299  +  N, C ND ND +  N, C, EC, N 
at G1, S 
and G2 
U373  ND    + N, C, EC + N, C, EC  +  N, C, EC, N 
at G1, S 
and G2 
U87MG  ND    + N, C, EC + N, C, EC  +  N, C, EC, N 
at G1, S 
and G2 
 
 
nuclear domains depleted of A‐T rich DNA that is likely to be predominantly non‐coding 
DNA.  
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Figure 19. Immunodetection of TLX in U‐373 cells. A – Nomarski optics of the recorded area. B – detection of 
TLX using ab30942 antibody. C – DAPI staining. C – composite figure of panels A, B and C. E – Composite 
figure of panels B and C.  The numeral 1 indicates the region magnified in E‐1. Scale bars represent 60 µm 
and 15 µm in panels A and E‐1 respectively. Predominant nuclear staining for TLX is visible in most cells. Two, 
probably recently divided cells in the panel E‐1 have strongly increased labeling pattern for TLX. TLX is also 
detected in the cytoplasm of most cells. 
 
In order to relate the intracellular distribution of TLX during the G0/G1 cell cycle 
phase and S/G2 phase, we performed simultaneous immunodetection of TLX and MCM2 or 
gamma tubulin (Table 5). MCM2 is expressed more efficiently in G1 phase and as a 
component of the pre‐replication complex shows higher granular staining of replicated DNA. 
During gradual progress of S phase, it is liberated from DNA and becomes gradually 
degraded (Masata et al. 2011). Gamma tubulin is greatly accumulated in centrosomes and 
allows the determination of cells in G0/G1, S and/or G2 phases, G2, and in mitosis based on  
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Figure 20. Immunodetection of TLX in A‐172 cells using ab30942 antibody and simultaneous detection of 
gamma tubulin using the TU‐30 antibody. A – recorded area in Nomarski optics, B – detection of TLX using 
the ab30942 antibody, C – DAPI staining, D – detection of gamma tubulin, E – composite figure of panels B 
and D showing the TLX detection in relation to centrosomes detected by anti‐gamma tubulin antibody, F – 
composite figure of panels B, C and D showing TLX detection, centrosomes and DNA stained by DAPI. Panel 
E‐1 shows the area 1 from panel E at higher magnification. F‐1 and F‐2 show corresponding areas from panel 
F.  Scale bar represent 60 µm and 15 µm in panels A and F‐2, respectively. Most cells show nuclear staining 
for TLX and weaker but clearly present cytoplasmic staining. The mitotic cell marked by the numeral 1 in the 
panel E and magnified in the panel E1 shows elevated extrachromosomal TLX staining. The region F1 with a 
weak nuclear staining mostly overlapping with DAPI staining. The region F2 shows a tetraploid cell 
undergoing mitosis with elevated cytoplasmic TLX detection, one cell with a duplicated centrosome and a 
cell with two centrosomes on opposite cell poles. 
 
centrosome number (one per cell during the G0/G1 phase and two per cell during S phase 
and in G2), position (two centrosomes positioned next to each other in S and G2 phase) and 
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appearance (mature centrosomes give stronger signal for gamma tubulin) (Hinchcliffe and 
Sluder 2001; Azimzadeh and Bornens 2007).  
 
Figure 21. Immunodetection of  TLX and MCM2 in U‐373 cells. A – Recorded area in Nomarski optics. B – 
Detection of TLX using ab30942 antibody. C – detection of MCM2. D – Composite figure of panels A, B and C. 
E – Composite figure of panel B and C. Numeral 1 indicate area that is magnified in E‐1. The scale bars 
represent 20 µm and 10 µm in panel A and E1, respectively. The detection of TLX greatly increases in cells 
undergoing mitosis. In comparison to MCM2 staining, that is diffuse in most nuclei; TLX staining is more 
restricted although the whole nuclear compartment labeled by MCM2 is also stained with TLX. 
The colocalization of TLX with MCM2 keeps with the expression of TLX in G1 phase 
(Figure 21) and the labeling pattern clearly supported the nuclear localization of TLX, 
although cells with predominantly cytoplasmic expression were found in all cell lines. 
Interestingly, the ratio of TLX/MCM2 immunodetection revealed as color change in merged 
composite figures showed that some cells are more MCM2 positive then for TLX indicating 
that TLX is expressed also in G2 phase (Figure 21, Figure 22).  
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Figure 22. Immunodetection of TLX and MCM2 in U‐87 MG cells. A – Recorded area in Nomarski optics. B – 
Detection of TLX using ab30942 antibody. C – detection of MCM2. D – Composite figure of panels A, B and C. 
E – Composite figure of panel B and C. Numeral 1 indicate area that is magnified in E‐1. The scale bars 
represent 40 µm and 20 µm in panel A and E‐1, respectively. The detection of TLX greatly increases in cells 
undergoing mitosis. In comparison to MCM2 staining, that is diffuse in most nuclei; TLX staining is more 
restricted although the whole nuclear compartment labeled by MCM2 is also stained with TLX. Cells in the 
panel E‐1 show separation of TLX and MCM2 labeling. 
 
Although the nuclear localization was predominant in most cells, in all cells 
examined, the cytoplasmic TLX was also observed. The cytoplasmic detection of TLX was in 
some cell cultures very prominent and the TLX signal was found in close relation to the cell 
membrane and specific peripheral cytoplasmic domains (Figure 17, panels C‐2 and C‐3). 
Analysis showed that the ratio between nuclear and cytoplasmic immunodetected TLX 
(measured as mean integrated optical density of the recorded immunofluorescence) was 
very variable and frequently, the signal was bigger in the cytoplasm compared to the 
nucleus.        
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Discussion	
	
Discussion	of	the	part	I:	Search	for	TLX	(NR2E1)	in	Schmidtea	mediterranea	
  Smed/TLX is important for keeping body plan and tissue integrity during the 
regression and growth phases of planarian life.  
In this work, we cloned and partially characterized a member of NR2E class of NHRs 
in Schmidtea mediterranea. Analysis of its primary sequence as well as its three dimensional 
model indicate a very high degree of homology between its counterparts in various 
Metazoan species including coral, arthropods, nematodes and chordates. The DBD of SMED‐
TLX‐1 is conserved to the extent that suggests a conserved binding to the response elements 
similarly as shown in case of nematode orthologue NHR‐67 (DeMeo et al. 2008). Expression 
of Smed‐tlx‐1 is augmented in proximal part of body but it is not restricted to this region. 
Keeping with this, the developmental consequences of Smed‐tlx‐1 inhibition by RNAi leads 
to multiple phenotypic changes including shrinkage of the brain area, body shape defects 
and in following regeneration phase defects of head morphology, defective development of 
eyes, slow movement and defects of the body shape in the tail area.  
S. mediterranea is able to cope with food restriction by resorbing its own tissues 
while the stem cells and tissues important for normal planarian life sustain functionality and 
allow the animal to re‐grow when the food supply is restored (Pellettieri et al. 2010). This 
process includes apoptotic cell death and removal of dead cells by phagocytosis. The survival 
of cells that are supporting the organism functionality and next regeneration includes the 
anti‐apoptotic protein BCL2. This basic mechanism is reminiscent of rearrangement of 
tissues during amphibian metamorphosis (Das et al. 2002; Nakajima et al. 2005; Rowe et al. 
2005) as well as development of organs during chordate ontogenesis (Nagasawa et al. 1997).   
The close relationship between SMED‐TLX‐1 and its nematode, insect and chordate 
homologues (NHR‐67, tailless and TLX) indicate that other mechanistic relationships may be 
also conserved. The insect tailless and vertebrate TLX are predominantly transcriptional 
repressors and both regulate development by affecting additional nuclear receptors;  tailless 
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is repressing the knirps (Moran and Jimenez 2006) and TLX retinoid receptor beta 2 (RAR 
beta2) (Kobayashi et al. 2000). 
The search for homologues in C. elegans indicates that the functions supported by 
NR2E class members may diversified between several NHRs, NHR‐67 is the most obvious 
orthologue of TLX/tailless in C. elegans. Other homologues found in C. elegans genome are 
FAX‐1, NHR‐111 and NHR‐239 and possibly other NHRs.  
NHR‐67 regulates proper development of vulva cells in a regulatory circuit based in 
inhibitory function of NHR‐67 and COG‐1 (Fernandes and Sternberg 2007).  The circuit 
includes another NR, the NHR‐113. This NHR is highly conserved between nematode species 
but is only distantly related to ERR and RARs (Ririe et al. 2008).  
NHR‐67 deficiency affects L3 and L4 stage development probably by affecting the cell 
migration program, left‐right specification and timing (Sarin et al. 2009). 
NHR‐67 controls specification of gustatory neurons and affects the left/right (L/R) 
asymmetric subtype diversification. NHR‐67 regulates positively the expression of a sensory 
neuron‐type‐specific selector gene, che‐1, which encodes a zinc‐finger transcription factor. 
The neuronal function of NHR‐67 is broader and covers many neuronal types (Kato and 
Sternberg 2009). 
Although tailless/TLX seem to be primarily repressors, the existence of direct 
transcription activation function is well documented. TLX activates NAD+‐dependent histone 
deacetylase directly by acting on sirt1 promoter (Iwahara et al. 2009). 
In addition to this, TLX is recruited to the Oct‐3/4 promoter in hypoxia and augments 
its expression. This induces proliferation of progenitor cells and preserves their pluripotency 
(Chavali et al. 2010).  
The DBD of SMED‐TLX‐1 is almost identical to human TLX with the exception of the D 
box which contains 13 amino acids compared to vertebrate TLX which has only 7 aa in the 
corresponding region. The C. elegans homologue, NHR‐67 has 10 amino acids in this region. 
The model based on known structure of related NHRs suggests that this inclusion is unlikely 
to affect the DNA binding although may have consequences for dimerization on DNA 
response elements as well as protein‐protein interactions in this domain (Figure 13). The LBD 
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of SMED‐TLX‐1 is also highly conserved. The LBD has all 12 helices and the helix 12 involved 
in cofactor binding is conserved (Figure 10).  
The remarkable conservation of SMED‐TLX‐1 suggests that additional mechanisms 
that are functioning in S. mediterranea tissue maintenance and renewal may also be 
conserved between Turbellaria and vertebrates.  
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Discussion	of	the	part	II:	Expression	of	TLX	(NR2E1)	in	human	astrocytoma	
cell	lines	
hTLX	is	found	in	both	the	nucleus	and	the	cytoplasm	
Our experiments detected hTLX in the nucleus as well as in the cytoplasm. Although 
TLX seems to be a relatively uncomplicated NR with only one known expressed isoform, its 
regulated localization would be in line with several other NRs that are spatially regulated. 
Estrogen receptors, thyroid receptors and retinoic acid receptors were shown to be 
regulated not only by their ligands but also at the level of protein intracellular distribution 
(Maruvada et al. 2003). This is similarly true for a number of proteins that interact with NRs 
and modulate their function 
http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0022395. 
  Using specific antibodies and Western blot analyses, we identified several 
immunoreactive proteins that are likely to represent posttranslationally modified forms of 
hTLX. Existence of posttranslationally modified forms of TLX would support also its regulated 
intracellular localization. Nuclear receptors as well as other transcription factors are 
ubiquitinated and sumoylated by specific E3 ligases dependent on the type of modification 
preferentially retained in nuclei or transported into the cytoplasm. The regulation of AR 
activity by E3 ligase and sumoylation is well documented (Yang et al. 2011) as well as the 
connection of specific sumoylation and RAR alpha intracellular distribution and transcription 
reulation activity (Zhu et al. 2009). 
  Although it cannot be excluded that the additional proteins recognized by anti‐TLX 
antibodies in Western blot analyses are TLX unrelated, it seems more likely that they 
represent specific protein forms of TLX. The differences in the protein patterns obtained 
with anti‐TLX antibodies, their dependence on particular cell lines examined and culture 
conditions, are in line with this possibility. The existence of posttranslational regulation of 
TLX was already proposed (Obernier et al. 2011). 
  Immunolocalization of TLX in human astrocytic cell lines indicated that  
TLX is mostly intranuclear, but is also detected in specific cases in the cytoplasm and at 
specific cell membrane domains. 
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TLX	is	expressed	in	both	G1	and	G2/S	cell	cycle	phases.	
  Correlation of TLX expression with immunodetected centrosomes allowed to 
determine the G0/G1 and S/G2 cell cycle phase of the particular examined cell. 
Immunodetection of gamma tubulin which is accumulated in centrosomes allows to 
distinguish G0/G1 during which phases the cell has only one centrosome and S/G2 phases. 
Centrosome development and maturation can also be visualized using anti gamma tubulin 
antibodies (Azimzadeh and Bornens 2007).   
  Immunolocalization of TLX in human astrocytic cell lines indicated that TLX is mostly 
intranuclear, but is also detected in specific cases in the cytoplasm and at specific cell 
membrane domains. Comparison of the staining during the particular cell cycle phases was 
done in cells that showed clear cell cycle stage based on the finding of only one centrosome 
(G1/G0), or two centrosomes duplicating and maturating during the S and G2 phase at one 
cell pole. In prophase, centrosomes start to move to opposite poles. 
  The nuclear staining was found in both G0/G1 and S/G2 phases. Nevertheless, it was 
possible to detect many cells with TLX detected more strongly in the cytoplasm, compared 
to the nucleus. The immunodetection of TLX greatly increased during the mitosis in 
extrachromosomal cellular compartment as well as in the cytoplasm of newly divided cells. 
The lack of TLX was shown to be linked with elevated expression of factors that prevent cell 
cycle entry and downregulation.  The homeobox transcription factor Dlx2, that is critical for 
neuronal cell differentiation was also downregulated suggesting a dual role of TLX in 
different populations of mouse brain cells (Obernier et al. 2011). This suggested a dual role 
of TLX, blocking the negative regulators of cell cycle entry and progression and 
differentiation in G2 phase. Both functions may be dependent on a transcription repression 
function of TLX. This is keeping with the concept that TLX promotes cell division and 
prevents differentiation of neural cell progenitors. Increased expression of TLX was found in 
glioblastoma cell lines and its elevated expression was also related to unfavorable disease 
course in human glioblastomas. It can be speculated that TLX may perform different roles in 
the formation of initial cancer progenitors, regulation of cell cycle progression in G0/G1, and 
differentiation in S/G2 (Liu et al. 2010; Park et al. 2010).  
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  Cell lines derived from tumors are very valuable models of cell biology, although they 
are not normal cells. Many mechanisms that can be visualized in cell lines derived from 
tumors function in cultured cells and may be recognized and studied. Thus the cell specific 
intracellular distribution of TLX may reflect a situation in cell undergoing asymmetric mitosis. 
It can be expected that preferential relocation of TLX to one daughter cell would profoundly 
alter the cell fate of daughter cells. The immunodetection pattern observed in our astrocytic 
cell lines may be in line with this concept. 
 
TLX	detection	increases	during	the	mitosis	
  The sudden increase of the TLX immunodetection in extrachromosomal 
compartment during mitosis indicates that TLX expression is relatively high in G2 phase of 
the cell cycle but for some unknown reason is not detected by immunofluorescence. The 
epitope may be masked by protein complexes. The separation of TLX immunodetection 
signal and MCM2, that is known to be relocated from chromatin during S phase, supports 
this possibility. Recently, similar intracellular distribution was shown also for GR (Matthews 
et al. 2011).   
  The distribution of TLX in the nuclear compartment is likely to be linked to specific 
nuclear domains. Co‐localization with both DAPI stained DNA rich compartments and whole 
nucleus stained with MCM2 (Masata et al. 2011) indicated that TLX is distributed unevenly in 
the nuclei and in certain cells is accumulated in domains with low DNA staining. The 
biological meaning of this finding has to be determined. 
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Conclusions	
 
Conclusions	of	the	part	I:	Search	for	TLX	(NR2E1)	in	Schmidtea	
mediterranea		
 
TLX is an important player in S. mediterranea maintenance of neuronal tissue and 
points at conserved mechanisms that are likely to be shared between planaria and 
vertebrates. 
 
Modulation of reprogramming by TLX and its regulatory cascade could be a prime 
target for research in surgical reconstructions. 
 
Conclusions	of	the	part	II:	Expression	of	TLX	(NR2E1)	in	human	
astrocytoma	cell	lines		
 
hTLX is detected in both the nucleus and the cytoplasm.  
The nucleo‐cytoplasmic distribution varies between examined astrocytic cell lines and 
between cells in the same cell line what suggests that the particular intracellular localization 
of TLX may be connected to cell metabolic stage or cell cycle phase. 
It seems likely that the observed pattern of TLX intracellular localization reflects its 
regulated intracellular transport.  
Multiple protein forms of TLX were detected by Western blot.  
The results suggest that the regulated intracellular distribution and the regulation of 
TLX on the protein level are likely to be connected to the mechanism by which TLX regulates 
tissue proliferation and maintenance.  
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